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奥 羽 大 歯 学 誌
現 在 歯科 治療 にお い て さま ざまな種 類 の レー
ザ ーが広 く応 用 され てい る。一般 に レーザーは高
出力 レーザ ーと低 出力 レーザ ーに分類 され,高 出
力 レ ー ザ ー で は アル ゴ ン レ ー ザ ー,YAGレ ー
ザ ー,炭 酸 ガス レーザ ーが代表 的で ある。 近年で
は低 出力 レーザーの臨床応用 の加 速が見 られ,半
導体 レーザ ーや ヘ リウムネオ ンレーザ ーな ども注
目 され てい る。 この ように歯科 にお ける臨床 にお
いて広 く応 用 されてい るレーザーで あるが,な か
で も高 出 力 レーザ ー に分類 され る炭 酸 ガ ス レー
ザ ーはその出力 の違い を自由に コン トロールす る
こ とが可能 で あ り,臨 床 にお いて有 用性 の高 い
レーザ ーで ある。つ まり炭酸 ガス レーザーは照射
時 に起 こ る表 面 組 織 の 蒸 散 な どのHighLevel
reactiveLaserTherapy(HLLT)作用 と照射 部位
周 囲 に お け る細 胞 増 殖,創 傷 治 癒 促 進 な どの
LowLevelreactiveLaserTherapy(LLLT)作用
を比較 的容易 に コン トロールす るこ とがで き るi・2)。
炭酸 ガス レーザ ーの特徴 と しては,組 織表 面で の
水分 の吸収 性 が高 く,非 接触 的で あ り感 染の危険
性 も比較 的軽度 で,操 作性 も高 い ことが知 られ て
い る。 したが って,炭 酸 ガス レーザ ーを使 用 した
臨床 報 告 お よび 基礎 的研 究 は 多数 報告 され て い
る3～5)。田島 ら6,7)は,ラッ ト耳介 筋細胞 にお ける炭
酸 ガス レーザー照射 がmitogen-activatedprotein
kinase(MAPK)であ るextraceiiuiarsignai-
regulatedkinase1/2(ERK1/2)がリン酸化す るこ
とか ら,細 胞増殖 が促進 してい るこ とを報告 して
い る。 また,塩 崎 ら8，9)はラ ッ ト脛骨 に皮 膚表 面
よ り炭 酸 ガスレーザー を照射 し,皮 質骨 表面 の骨
形成 を促 進す る ことを報告 してい る。 これ らの こ
とは炭 酸 ガス レーザ ーの,組 織 の治癒促 進や再生
療法へ の応用 の可能性 を示 唆す る もので ある。 ま
た,炭 酸 ガ ス レーザ ーに限 らず他 の低 出力 レー
ザー,超 音波,電 気,機 械 的牽引 な どさま ざまな
メカニ カル フォース による骨 形成促進 や細胞活性
化が報告 されて い る10～14)。この よ うに レーザ ー を
メ カニ カル フ ォースの一 つ として と らえた場 合,
再生療 法 に非常 に有効で あ ると考 え られ る。 しか
し,そ の作用 力が強す ぎた り与 える期 間が長す ぎ
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た りす る と,逆 に骨 吸収 を誘導 して しまう危険性
もあるこ とか ら,早 急 なメカニズ ムの解 明が必要
とされ てい る。 こ こ数年,骨 芽細胞 がメ カニ カル
フォース を直接感知 し,骨 形成 の シグナル を送 っ
てい る と言 われ ていた15～17)が,最近で は最初 にメ
カニ カル フォース を認識 してい るの は骨 細胞 であ
り,骨 形成 の シグナル を骨芽細 胞 に伝 達 して い る
の では ない か と考 え られ て い るi8,19)。さらに メカ
ニ カ ル フ ォ ー ス に よ り,カ ノ ニ カ ルWnt/
β-cateninシグナ ル経 路 が刺 激 され るとい う報
告 もあ る20,21)。しか し詳 細 な メカニ ズ ムは 明 らか
になってい ない のが現状 であ る。 そ こで,本 研究
で は炭 酸ガ ス レーザ ーをメカニ カル フォースの一
つ と して と らえ,こ の メカニ カル フ ォー スを骨 の
細 胞 が どの よ うに認識 し,ま た どの よ うなメカニ
ズ ムで骨 代謝 に影 響す るのか を調べ ることを 目的
と した。その ため本 研究 では骨細胞 にお けるカ ノ
ニ カ ルWnt/β-catenin経路 に 深 く 関 与 す る
Lef-1(Lymphoidenhancer-bindingfactorl)と
sclerostinに注 目 し20),炭酸 ガス レーザ ー照 射 に
よって これ らの シグナル 因子 が骨細胞 にお いて ど
の よ うな変化 が生 じるの か を調べ た。 本研究 はメ
カニ カル フォース と しての炭 酸 ガス レーザ ーによ
る骨再生 の メカニズ ムを解 明 し,歯 科領 域 だけに
と どま らず,多 くの 医療 分 野 に おい て炭 酸 ガス
レーザーの有用性 を高 める ことを期待 した もので
ある。
材料および方法
1.実 験 動物 と切 片作製
実 験 は奥羽 大学 動物実 験規 定 に従 って行 っ た。
8週 齢の雌性SDラ ッ ト(日 本 ク レア)各 群10匹
を用 い,エ ーテル麻 酔下 で無痛的 に実験 を行 った。
左右脛 骨 を観血 的 に露 出 させ,左 側 に は炭酸 ガス
レーザ ー(オ ペ レーザ ーLite:YOSHIDA,東京)
を照射 した。照 射 条件 は,出 力3.OW,照射 距 離
約5cm,Superpulse1(SP1),0.9sで4ショッ ト(照
射 エネル ギー約118.9J/cm2)行っ た。 コン トロー
ル群 と して右側 に は歯科 用 ラウ ン ドバ ーにて皮質
骨 を貫 通 させ な い よ うに,直 径1mm,深 さ約
0.5mmの骨欠損 を作製 した(図1)。 その後,3,






を摘出 し,た だ ちに4℃,中 性緩 衝 ホル マ リンに
て24時間 固 定 後,10%EDTA(0.1moiTris-HCl
buffer,pH7.4)にて20日間の脱灰 を行 った。 なお,
脱 灰液 は2日 ごとに交換 した。 エ タノール脱 水後
パ ラフ ィンに包埋 し,約4μmの 連続 切片 を作製
した。
2,染 色 方 法
一 般 染 色 と して ヘ マ トキ シ リ ン.エ オ ジ ン
(H-E)染色 を通法 に従 って行 った。免疫組織 化学
的染色 は,キ シレ ンにて脱 パ ラ フ ィンを行 いエ タ
ノール系 列 で親水 後,3%H2O2にて 内因性 ペル オ
キ シ ダ ーゼ 活性 阻害 を行 った。 次 い で10mmol/
lリ ン酸 緩 衝 食 塩 水(PBS,pH7.4)にて洗 浄 後
iO%正常 ウサギ血 清(Histofinekit,ニチ レイ)
に て切 片 を30分間前処 理 した後,一 次 抗 体 を反





レーザー照射 とラウン ドバ ーで骨欠損 を形成 し
た3日 後 の脛骨 か ら、PBSに よって骨 髄 細胞 を
flashoutして 摘 出 し,タ カ ラ社 製 のtotalRNA
分 離kit(RNAiso)を用 い て 指 示 に 従 ってtotal
RNAを 分 離 した。 その 後1μgのtotalRNAに
対 して,タ カ ラ社 製 のRT-PCRkitを用 いOligo
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dTを プ ラ イ マ ー と し て 逆 転 写 してcDNAを 作 製
し た 。 作 製 し たcDNA溶 液 か ら2μlを 用 い て
SYBERGreenを 用 い た イ ン タ ー カ レ ー タ ー 法 に
よ り リ ア ル タ イ ムPCRを 行 っ た 。SmartCycler
Ⅱ を 用 い たPCRの 反 応 は95℃5秒,60℃20秒 の
シ ャ トル 反 応 で 行 い,osteopontinmRNA発 現 量
を β-actmmRNAの 発 現 量 で 補 正 し た 。 な お 用






1.炭 酸 ガス レ-ザ-照 射 によ る新生 骨形 成
a.H-E染 色
図2に 示 す よ うに炭 酸 ガス レーザ ー照射後,3
日目で は ラウン ドバ ー による コン トロール群(図
2-a)と炭酸 ガス レーザー照射群(図2-b)と で は
大 きな違 い は見 られ ないが,5日 目には レーザ ー
照射部位 の骨髄側 に類骨様 の新生骨 の形成 を認 め
た(図2-d矢 印部)。
b.免 疫 組織化学 的染色
5日 目の組織 では,ラ ウ ン ドバ ーによ るコ ン ト
ロール群(図3-a,b)の 骨髄 側 にosteopontin陽
性 の細胞散 在性 が観 察 され,レ ーザ ー照 射群(図
3-c,d)では形成 され た新生 骨 の基質周 囲に存在
す る細胞 にosteopontinの発現 が観 察 され た。
c.リ アル タイムPCR
図4に 骨髄 細 胞 で のosteopontinmRNAの発
現量 の結果 を示 す。 ラ ウン ドバ ー によ る コ ン ト
ロール群 と比較 し,炭 酸 ガス レーザ ー を照射 した
群 で は,osteopontinのmRNA発現 量 が 約1.8倍
に なってお り,有 意に促進 してい るこ とがわ か る
(図4)。
2.炭 酸 ガ ス レーザー照射 によ る骨細胞 の反応
レーザ ー照射 が骨 組織 に与 える影響 を調べ るた
め に,骨 組織 に注 目 し,免 疫組 織化学 染色 によっ
てLef-1とsclerostinの発現 を調べた。
レーザ ー照射後3時 間の骨 組織 のLef-lの染色
結果 を図5-a,b,c,dに示す。 図5-a,bは照射部位
に相 当す る骨細胞 の結 果で,骨 細胞 にLef-lの発
(17)



















全 く認 め られず(図6-a,b),Lef-1の発現 が消 失
した照射後5日 目の骨 細胞 ではsclerostinの発現
が認め られ るようになった(図6c,d矢 印)。
全ての免疫組織 化学 的染色 につ いて,陰 性 対照











図4リ アル タ イ ムPCRに よ って 測 定 した 骨 髄 細 胞 で の
osteopontinmRNA発現 量 を 示 す。 歯 科 用 ラ ウ ン
ドバ ー で 骨 欠 損 を 与 え た後3日 目 の コ ン トロ ー
ル 群(Cont)の脛 骨 骨 髄 か ら分 離 し たtotalRNAと,
レ ー ザ ー 照 射 後3日 目 の レー ザ ー 照 射 群(Laser)
の 脛 骨 骨 髄 細 胞 か ら 分 離 し たtotalRNAにお け る
osteopontinmRNAの発 現 量 を 比 較 し た 。 結 果 は
β-actinで補 正 し た 。Dataaremeans±SD(n=6).
StatisticalsignificancewasestimatedbyStudent's
t－test.P★★<0.01.
図3抗osteopontin抗体 を用 い た 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 結
果 を示 す。 上 段 のaとbは 実 験 開 始 後5日 目の 歯 科
用 ラ ウ ン ドバ ー に よ る コ ン トロ ー ル 群 を示 す 。 骨
髄 側 の 拡 大 図(b)には 抗osteopontin抗体 陽 性 の 骨 髄
細 胞 が 散 在 して い る こ と が わ か る。 一 方,下 段 のc
とdに は レー ザ-照 射 後5日 目の 脛 骨 を 示 す 。 骨 髄
側 に は新 生 骨 が認 め られ,そ の 基 質 の周 囲 に存 在 す
る細 胞 に 抗osteopontin抗体 の局 在 が認 め られ る(d)。
ス ケ ール バ ー(a,c):200μm,スケ ール バ ー(b,d):
100μm。
御 し,リ モデ リングを促 し,最終的には骨の形状
と構造 を変化 させると考えられている27～29)。最近,
メカニカル フォースを骨に与えることにより骨形
成 を促進 させ るという報告が多く取 り上げられて
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図5レ ー ザ ー照 射後3時 間 の 照 射 部位(a,b),及び未 照 射 部 位(c,d),6時間後 の レーザ ー 照射 群(e,f),5日
目 の レー ザ ー照 射 群(g,h)の抗Lef-1抗体 に よ る免 疫 組 織 化 学 的 染 色 所 見 を示 す 。炭 酸 ガ ス レー ザ ー照 射
部位 の骨 細 胞 にはLef－1が発 現 して い るの に対 し(a矢印,b),炭 酸 ガ ス レー ザ ー未 照 射 部 位 の 骨 細胞 で は
Lef-1の発現 が ほ とん ど見 ら れ なか った(c,d)。さ らに6時 間後 の 所 見 で は,レ ーザ ー照 射 部 位 の 骨 細胞 で
のLef-1の発 現 は3時 間 後 と比 較 して さ らに 強 くな って い た(e矢 印,f)。一 方,5日 目 に な る と レー ザ ー







を誘導 していると考 えられる。 しか し,それが直




とい う報告があげ られていた15～i7)。しかし,最 近










示唆 してい る。横瀬 らは1,2)ラッ ト骨組織 に炭酸
(20)
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図6レ ー ザ ー照 射 後6時 間(a,b)と5日目(c,d)の抗sclerostin抗体 に よ る脛 骨 の 免 疫 組 織化 学 的 染 色 所 見
を示 す。6時 間 後 の所 見 で はsclerostinの発 現 は見 られ な い が,5日 目 の所 見 で はsclerostinの発 現





ガス レーザーを照射 し骨組織 を計測 した結果,
HLLT作用部位の骨細胞が空胞変性 している部位








説 が提 唱 されて い る。接着 斑 を構成す るインテグ
リンを介 したメカニズ ムや19,31),さらにJacobs32～34)
らは骨 細 胞 に存 在す る繊 毛 は非常 に メカニ カル
フォースの感受性 が強 く,光,動 きのセ ンサ ー と
して流 体応力 を知 覚 し,そ れ を細胞 内に伝達 して
い る と述べて い る。最近 の有力 な説 では,骨 細胞
が メカニ カル フォースのシグナル を骨表 面の細胞
へ伝達 す るメカニズ ムと して,骨 量 や骨の細胞 の
機 能 の 重 要 な レ ギ ュ レ ー タ ー で あ るWnt/
β-cateninシグナル経路 が関係 してい るので はな
(21)
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い か といわれ てい る20,21)。そこで本研究 で はWnt/
β-catenin経路の 中のLef-1にター ゲ ッ トを あて,
実験 を行 った。
Lef1はHMGド メ イ ンを有 す る転 写調 節 因子
で,歯 の 発生 過程 におい てBMP-1,FGF,Wnt
などの シグナル因子 と ともに,上 皮-間 葉相 互作
用の シグナル カスケ ー ドを形成 す るこ とが知 られ
て い る35)。ま た,カ ノニ カ ルWnt/β-catenin経
路で は安 定化 した β-cateninが核 内 に移 行 し,転
写 因子TCF(T-cellfactor)/LEFの共 役 因子 と し
て機 能す る ことに よ り,転 写 が活性化 す る36)。今
回 の実験 で は,レ ーザ ー照射 後3時 間で照射部 か
ら少 し離 れた骨細 胞 にLef－1の発現 が見 られ(図
5-a,b),6時間後 で は その発 現 は持 続 して い た
(図5-e,f)。な お,レ ー ザ ー 未 照 射 部 位 で は
Lef-1の発現 は見 られ なかった(図5-c,d)。一方,
新生 骨形成 が安定 して くる5日 目に はLef-1の発
現 は消 失 して い た(図5-g,h)。この こ とか ら,
新生 骨形成 の期 間 において,骨 細胞 にLef-lが発
現 した ことか らWnt/β-catenin経路の活性 化 が
示 唆 され る。
さらに最近で は,骨 の細胞 が メカニカル フォー
スに よって刺激 を受 け る と,sclerostinが多量 に
発現す ると報告 されて お り,メ カニ カル フォース
と何 らかの関係 があ るので はない か と,注 目 され
て い る37)。SclerostinはSOSTの遺伝 子産物 で あ
り,sclerostinの欠乏 は骨 量増加 が特 徴的 な硬化
性 骨症sclerosteosisの原 因 とな る こ とが知 られ
て い る。Sclerostinは初 期の頭蓋 の骨芽細 胞分 化
で,Wnt7aの 発 現 に 続 き,骨 形 成 マ ー カ ー の
osteocaicinと同時 に骨 芽細 胞 の遅 い ステ ー ジで
発 現 す る と証 明 さ れ て い る38)が,最近 で は
sclerostinは骨芽細 胞 よ りも骨 細胞 に大量 に発現
して お り,LRP5と結合 す る こ と に よ ってWnt
シグナル を抑 制す るとい う報告 も多 くあげ られて
いる39,40)。さらにRoblingら41,42)はWnt/β-catenin
は メカニ カル フ ォースによ る新生骨形成 の イニ シ
エ ー ターで あ り,sclerostinはイ ンヒビ ターで あ
ると提唱 してい る。 今回の実験 で も図6-a,bに示
す ように,6時 間後 ではscierostinの発現 は観 察
され なかったが,5日 目の レーザ ー照射部位 の骨
細胞 にscierostinの発現 が見 られ た。 これ らの こ
と か ら 考 察 す る と,sclerostinはメ カ ニ カ ル
フォー スに よって骨細胞 内のWnt/β-catenin経
路が活性 化す る際 ネガテ ィブ レギュ レーター と
して機能 し,そ の活性 を抑制 す る 目的で骨形成 が
安定す る時期 に発現 す る可能性 が示 唆 され る。 図
7は これ らの結果 をシェーマに示 した もので あ る。
ま た,DMP1,connexin43,E11/gp38など の
タ ンパ ク質 も骨 細胞 で 多 く発現 し,メ カニ カル
フォースに感受性 の高 い ことが論 じられている43～47)。
今後 さらに炭酸 ガ スレーザーに よる骨 形成 のメカ
ニ ズム を解明 してい く上 で,こ れ らの タンパ ク質
も発現 を調べ る必要性 があ る。
結 論
今 回の 実験 で,炭 酸 ガ ス レー ザ ー照射 に よ り
ラ ッ ト脛 骨骨髄側 に骨形成 が確認 され,さ らに照
射部 位で の空胞 変性 してい ないvitalな骨細 胞 に,
骨形成 が完 了す るまでの 問Lef-1が発現 して いた。
またその後Lef－1の発現 が消 える と,骨 形成 の比
較 的遅 い ステー ジでsclerostinの発現 が見 られた。
この ことか ら,炭 酸 ガス レーザ ーによ るメカニカ
ル フ ォー スによって,骨 基 質中の骨細 胞 が活性 化
され,そ の他 の メカニ カル フォース と同様,骨 細
胞 が それ を認 識 し,Wnt/β-catenin経路 を刺 激
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